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Procede pour isoler, notamment detecter ou quantifier un 

analyte dans un milieu 
La presente invention concerne un procede pour 
isoler au moins un analyte dans un milieu liguide, dans 
5 lequel ce dernier est distribue. 

Par "isoler" ou "isolement" , on entend de maniere 
gen^rique toute technique permettant de separer ledit 
analyte/ mais aussi d ' enrichir ou concentrer en ledit 
analyte tout melange liquide le contenant. Mais on entend 
10 aussi, eventuelleinent con join'tement avec la definition 
precedente, toute technique permettant de determiner 
I'analyte, au sens d'une detection et/ou quantification de 
celui-ci, a partir du milieu liquide le contenant. 

Par "analyte" , on entend toute entite, notamment 
15 entite biologique, a isoler. Au rang des analytes 
consideres ci-apres par la presente invention, on citera 
les cellules, organelles, virus et bacteries, les 
anticorps, les fragments d'anticorps, les antigenes, les 
haptenes, les lectines, les sucres, les acides ribo-, 
20 deoxyribonucl^iques, les protfeines, notamment A ou G, les 
hormones, les recepteurs d' hormones, la biotine, 
1 ' avidine , la streptavidine , et d ' une maniere generale 
toutes molecules ou macromolecules , naturelles ou 
synthetiques , ou analogues , a determiner , c ' est-a-dire 
25 detecter et/ou quantifier, 

Conf ormement au document FR-A-2 679 660, on 
connalt un procede pour isoler au moins un analyte, a 
savoir soit un antigene libre ou lie a la surface d'une 
cellule, soit un anticorps dirige centre un antigene 
30 cellulaire ou tissulaire, par exemple anticorps 

anti-erythrocytaire. 

Selon ce precede, on dispose d • au moins un reactif 
comprenant, d'une part un support libre, sous forme 
discrete , en 1 ' occurrence des particules magnetiques de 
35 taille relativement importante, constitutes par un 
polymere qui encapsule des grains de ferrite, et d< autre 
part exhibant un recepteur de 1' analyte, a savoir soit un 
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anticorps, soit un antigene ou substance revelatrice, par 
exemple un anticorps anti-iminunoglobuline huTOaine. 

On dispose aussi d'un autre support, de capture, 
constitue par la paroi d^un recipient ou cupule, dont la 
5 surface accessible comprend au moins une zone utile ou 
active, de surface limitee, exhibant au moins un autre 
recepteur d'une entity a capturer, a savoir dudit analyte 
ou dudit recepteur. Get autre recepteur est soit un 
anticorps, soit un antigdne, par exemple erythrocytaire. 

10 Selon ce procede, on met en contact la surface 

accessible dudit autre support avec 1* analyte, contenu 
dans un echantillon liquide, pour lier 1 'analyte a la 
surface accessible, et le rassembler sous la forme d'un 
dep6t sur ladite surface, immobilise sur ledit autre 

15 support par 1 ' intermediaire dudit autre recepteur. 

Puis, a des fins de revelation, on met au contact 
le reactif avec 1' analyte immobilise, pour obtenir avec ce 
dernier une association, egalement immobilisee sur ledit 
autre support et pouvant permettre 1 ' isolement ou 

20 determination de 1' analyte. 

Un procede tel que d§f ini precedemment est done 
mis en oeuvre avec un reactif constitue par un support 
sous forme discrete, auquel est lie au moins un ligand 
formant un recepteur de 1' analyte. 

25 Pr^f erentiellement, ces particules sont 

magn^tiques. Elles peuvent . etre rangees en deux 
categories, a savoir les particules de diametre 
relativement important, par exemple de 1 • ordre du ou de 
quelques microns, et celles de diametre relativement 

30 faible, par exemple de l*ordre de quelques dizaines de 
nanometres, et a I'etat colloidal. 

Les particules magnetiques de diametre 
relativement important lorsqu* elles sont placees dans un 
champ magnetique, se d^placent en direction de I'endroit 

35 oil le champ est le plus ^leve et a une vitesse suffisante 
pour etre separ^es de leur milieu par ce moyen. 
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A titre d'exemple, on peut citer les particules 
decrites dans le document EP-A-0 125 995. Elles sont 
obtenues par precipitation de sels ferreux et ferriques en 
milieu basique, suivie d*une reaction de silanisation dans 
5 le methanol. Leur diametre final est compris entre 0,1 et 
1,5 et leur densite de 2,5 g/cm^. De m§me, les 

particules decrites dans les documents EP-A-0 106 873, 
EP-A-0 585 868 et US-C-5 , 356 , 7 13 , sont obtenues par 
differents precedes, de polymerisation, ou encore celles 

10 decrites dans le document US-C-4 , 297 , 337 utilisent une 
matrice de verre poreuse dans laquelle sont disperses des 
pigments magnetiques. D'autres brevets decrivent aussi 
1 'utilisation de particules de faibles tallies, mais 
volontairement agregees afin d'augmenter la -masse 

15 magn§tique comme dans le document US-C-5 , 169 , 754 . 

article de P. A. Ris(j»en et al , Protein Expression and 
Purification, 6 (1995), 272-277 decrit aussi des gels 
magnetiques. 

Placees dans un champ magnetique, toutes ces 
20 particules relativement grosses engendrent un mouvement en 
direction de I'endroit oH le champ est le plus intense. Un 
simple aimant permanent ou des montages equivalent tels 
que decrits par exemple dans le document EP-A-0 317 286 ou 
US-C-565 665 peuvent etre utilises. Ces particules sont 
25 couramment employees pour la separation de cellules ou de 
molecules, ainsi que dans des immuno-essais tels que 
decrit dans le document EP-A-0 528 708 mais ne sont pas 
utilis^es en tant que systeme de detection et 
quantification. 

30 Par ailleurs, leur diametre et leur densite font 

qu' elles sedimentent tres rapidement sous I'effet de la 
gravite, ce qui les rend difficiles a utiliser en raison 
des contraintes d' agitation ou de manque d 'homogeneity des 
solutions da a la creation de gradient de concentration. 


wo 98/34116 


PCT/rR98/00182 


15 


30 


35 


En resume, les particules relativement grosses 
sont d'une mise en oeuvre delicate, et peu adaptees a la 
determination d'un analyte. 

Les particules magnetiques de diam^tre 
5 relativement faible ne sont pratiquement pas attirees par 
un simple aimant permanent dans des dfelais raisonnables: 
Ces particules sont en particulier largement utilisees 
pour la separation magnetique de cellules. Ces particules 
sont connues par I'homme de I'art sous 1 ' appellation de 
10 particules "superparamagn§tiques" . Par particules 
"superparamagnetiques", on entend des particules dont. le 
diamfetre est trop faible pour Stre constitutes ., de 
plusieurs domaines magnetiques, Elles se caracterisent par 
une forte susceptibilite magnStique et une magnetisation a 
saturation importante, mais une r€manence magnetique nulle 
ou tres faible. Ces particules sont en particulier 
largement utilisees pour la separation magnttique de 
cellule. Par exemple, celles dScrites dans le document 
US-c-4,230,685 sont obtenues par emulsion d'un melange 
20 d'albumine, de proteine A et de particules de Fe304 de 
diametre 15-2 0 nm et peuvent immobiliser des anticorps par 
I'intermfediaire de la proteine A. Le document 
US-C-4,452,773 dtcrit un autre type de particules, obtenu 
par precipitation de sels ferreux et ferrique en milieu 
25 basique, et en presence d'un polysaccharide. Ces 
particules peuvent immobiliser des anticorps, des 
oligonucleotides, des lectines ou d'autres biomoiecules, 
par couplage sur le polysaccharide grSce a des methodes de 
greffage connues. Leur utilisation a souvent ete reprise, 
comme dans les documents US-C-5,543,289 ou WO-A-88/00060, 
ou elles sont utilisees dans des applications 
particulieres comme celles decrites dans les documents FR- 
A-2 710 410 et FR-A-2 732 116. Le document US-C-4 , 795 , 698 
decrit une modification de la procedure de Molday, en 
remplagant, par exemple, le polysaccharide par un autre 
polymSre de nature proteique, Les proteines presentes a la 
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surface des particules peuvent ainsi servir a 
1 • immobilisation ulterieure d ' anticorps par des methodes 
de couplage connues de I'homme de I'art. 

Ces particules necessitent 1 'utilisation de 
5 montages particuliers permettant d ' augmenter localement le 
gradient de champ magnetique. Cette technique est connue 
par I'homme de 1 ' art sous 1 ' appellation de HGMS (pour High 
Gradient Magnetic Separation) et est par exemple decrite 
par WO 96/09409. Elle utilise un dispositif consistant, 

10 par exemple, en un recipient contenant une matrice de 
fibres ou de grains metalliques. Place dans un champ 
magn§tique externe, ce dispositif permet d ' obtenir un 
gradient de champ tres important a la surface meme des 
fibres, Meme des particules superparamagnetiques de 

15 dimensions restreintes peuvent ^tre retenues sur un tel 
dispositif, pour peu que le reseau de fibres soit 
suffisamment resserre et que le trajet d'une particule 
I'amene au voisinage de la matrice . A titre d'exemple, de 
tels dispositif s sont decrits dans les documents US-C- 

20 4,375,407, US-C-5 , 543 , 289 , WO-A-96/26782 , WO-A-96/26011 ou 
US-C-5, 186,827, et des publications comme celle de 
B.L. Hirschbein et al. (CHEMTECH, March 1982, pp 172-179). 
Des montages peuvent egalement etre trouves dans le 
commerce, par exemple, sous 1 ' appellation MACS column chez 

25 Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany) . 

Ces methodes sont repandues et meme 
commercialis^es pour la separation et la concentration de 
cellules biologiques de leurs milieux aqueux . En fait , 
dans de telles applications, plusieurs milliers de 

30 particules peuvent r§agir avec une seule cellule par 
1 ' intermediaire de reactions de reconnaissance moleculaire 
specif igues, ce qui permet de separer cet Element en 
augmentant sa masse magnetique. En revanche, en raison de 
leur f aibles dimensions , les particules ne peuvent reagir 

35 specif iquement qu'avec un nombre tres r^duit de molecules 
dispers6es en solution. Elles restent done sous forme 
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discrete et pour cette raison, ne sont pas utilisees pour 
la separation, la concentration ou 1 * enrichissement d'un 
analyte. 

De plus, apres separation, les particules sont 
5 plutot considerees comme une gene dans les etapes 
ulterieures de tout precede. Dans le document 
US-C-4 , 018 , 886 , elles sont in§nie eliminees volontairement . 
Le document FR-A-2 710 410 utilise la presence de 
particules superparamagnetiques de faible taille comme 

10 elements de detection permettant de quantifier une 
reaction de reconnaissance moleculaire. Dans ce cas, le 
principe utilise est une reaction d ' agglutination 
resultant en la formation d'un agregat. De plus, les 
particules ne sont pas utilisees comme moyen de 

15 concentration ou de separation de I'el^ment a separer, 
mais uniquement comme moyen de detection. 

En r€sum^, les particules magnetiques relativement 
petites sont peii adapt4es a des processus de separation, 
enrichissement ou concentration, dans des processus 

20 traditionnels , notamment immuno-essais. 

La presente invention a pour objet un precede tel 
que defini precedemment , permettant d'isoler un analyte a 
partir d'un milieu liquide dans lequel il est extremement 
dilu6 ou peu concentre. Plus particulierement , ' s'agissant 

25 de la determination de 1* analyte, la presente invention a 
pour objet un precede permettant une grande sensibilite de 
detection et/ou de quantification, 

Conformement a la presente invention, de maniere 
generale : 

30 - on met en contact le reactif avec un echantillon 

liquide obtenu a partir du milieu contenant 1» analyte, 
pour former un milieu intermediaire comprenant, tou jours 
sous forme discrete et distribuee dans ledit milieu, un 
complexe entre ledit support, le recepteur et 1* analyte, 

35 - on met en contact la surface accessible dudit 

autre support avec au moins un partenaire de capture, a 
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savoir le reactif n'ayant pas reagi lors de 1 • fetape 
precedente, ou le complexe, pour lier ledit partenaire de 
capture a ladite surface accessible, et obtenir un dep6t 
concentre dans ladite zone utile, iimnobilise sur ledit 

5 autre support par la liaison dudit autre recepteur avec 
ledit recepteur ou I'analyte, 

- on concentre le depot dudit partenaire de 
capture dans ladite zone utile, en augment-ant- la -quant ite 
dudit partenaire par unite de surface dans ladite zone 

10 utile. 

Plusieurs modes de . concentration du d§p5t peuvent 
fetre consideres, avant ou lors de la capture en contact 
avec la surface accessible de 1 ' autre support. 

On concentre le depot du partenaire de capture, en 
15 obtenant & partir du milieu interm^diaire un autre 
gchantillon, enrichi en partenaire de capture ; et ledit 
autre echantillon est mis en contact avec la surface 
accessible. 

on etablit un flux liquide, contenant le 
20 partenaire de capture, de section limitee et adaptee a la 
surface accessible, et ledit flux est mis en contact avec 
ladite surface accessible. 

On fetablit un flux liquide, contenant le 
partenaire de capture, et ledit flux est mis en contact 
25 avec ladite surface accessible, puis recycle au contact de 

cette derniere. 

Avant la description de 1' invention, il convient 

de donner une d&finition des termes utilises. 

on entend par "ligand", un fel^ment capable de 
30 former par un lien chimique ou physique, un complexe avec 
un analyte. 

A titre d'exemple de ligand, on peut citer les 
anticorps, les fragments d'anticorps, les antigenes, les 
haptfenes, les lectines, les sucres, les acides ribo- et 
35 d4soxyribonucl6iques, les prot§ines notamment A ou G, les 
hormones, les rfecepteurs d • hormones , la biotine, l-avidine 
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ou la streptavidine et, d'une maniere generale, les 
ligands naturels ou synthetiques , et les analogues de 
ligands modifies, pouvant entrer en competition avec les 
ligands. 

5 On entend par "recepteur", tout ligand tel que 

pr^cedemment defini, immobilise sur un support par un 
moyen quelconque tel qu * adsorption, covalence, chelation, 
reconnaissance moleculaire, . . • , et capable de retenir un 
analyte, seul ou conjugue a un autre ligand - 

10 On entend par "support", tout type de support, 

polym^re, inorganique ou metallique. A titre d'exemple de 
supports polymeres, on peut citer les supports plastiques 
^ base de polystyrene, poly (meth) aery lates , polybutadiene, 
polypropylene, ou d'autres, seuls ou sous forme de 

15 copolym^res. A titre d'exemple de supports inorganiques, 
on peut citer 1 ' oxyde de silice, le silicium, le mica, le 
verre, le quartz,... A titre d'exemple de supports 
metalliques, on peut citer I'or, 1' argent, 1' oxyde de 
titane, 1' oxyde de vanadium, ... 

20 L' immobilisation des ligands sur le support peut 

s'effectuer, soit par simple adsorption sur le support 
natif ou modifie, soit par 1 ' intermediaire d'une reaction 
chimique ou physique permettant de modifier la surface du 
support, et ainsi de permettre la fixation du recepteur 

25 par des liens de covalence, ou d'autres moyens 
traditionnels bien connus de l.'homme de I'art. 

On entend par "surface limitee", toute surface 
obtenue par des moyens chimiques ou physiques, visant a 
reduire une surface de dimensions donnees, par exemple par 

30 d^coupe en elements de taille inferieure, par recouvrement 
par un "masque" limitant la surface initiale aux contours 
internes du masque, ou par des moyens chimiques 
d'^talement selon une surface moindre, comme decrit dans 
Kumar A. et al (Langmuir (1994), 10, 1498-1511). La 

35 reduction de la surface de la zone utile ou active n'est 
pas limitee en taille. Des precedes issus des 
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microtechnologies permettent , par exexnple , d ' obtenir des 
surfaces limitees de dimensions micro ou nanoscopiques , 
ainsi que de d^poser et/ou d ' acheminer des micro ou 
nanovolumes de liquides vers ladite zone utile de surface 
5 limit.ee, 

Dans la description ci-apres, le terme "conjugue" 
sera reserve a l»entite formee par immobilisation entre le 
ligand etle support du reactif. Le terme "complexe" sera ^ 
reserve a I'entite formee entre le reactif, par hypothese 
10 conjugue, et I'analyte. Qu'il s'agisse du support faisant 
partie du reactif, du reactif proprement dit, et du 
complexe, ceux-ci sont sous forme discrete, distribuee ou 
dispersee au sein d'un milieu liquide, et par consequent 
sous forme de particules. 
15 Les termes "support" et "autre support" indiquent 

qu'il s'agit d' elements ayant substantiellement la in§me 
nature ou la meme fonction. Le terme "support" sera 
reserve au support appartenant au reactif, et le terme 
"autre support", au support dont au moins une partie de la 
20 surface, ou fenetre, accessible, comporte une ou plusieurs 
zones utiles de surface limitee. 

Les termes "recepteur" et "autre recepteur" seront 
reserves respectivement aux ligands immobilises 
respectivement sur ledit support et ledit autre support. 
25 On entend par "particule", toute particule d'un 

support polymere, inorganique ou metallique, sur laquelle 
il est possible de greffer un ligand. En particulier, sont 
consider§es comme tombant dans le champ de la presente 
invention , les particules pouvant etre separees par 
30 I'action d'un moyen physique exterieur, par exemple par 
voie magn^tique ou electrique, ou sous I'effet de la 
gravity ou par centrif ugation . Ressortent de la definition 
pr6c§dente, les particules de faible taille, notamment 
superparamagnetiques, dont la vitesse de sedimentation 
35 sous I'effet de la gravity est inferieure a 1< agitation 
thermique, mais pouvant const ituer des agr^gats par tout 
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precede permettant de les reunir entre elles, ou de les 
assembler sur des particules de plus grosses tallies, 
separables par un moyen physique quelconque. 

A titre d'exemple de particules polymeres, on peut 
5 citer les particules obtenues par polymerisation en 
emulsion telles que les latex, ou des particules de plus 
grosse taille, magnetiques ou non. 

A titre d'exemple de particules metalliques, on 
peut citer 1 ' or colloidal, les particules ferro-, ferri-, 
10 para- ou superparamagnetiques, recouvertes ou non de 
polymeres naturels ou synthetiques , dont la composition 
comprend le fer ou d'autres metaux comme le cobalt, le 
nickel, seuls ou sous forme d*alliages, magnetiques ou 
non. 

15 A titre d'exemple de particules inorganiques , on 

peut citer les particules a base de silice ou de silicium, 
magnetiques ou non. 

A titre d'exemple de methodes de separation par un 
moyen physique ext§rieur, on peut citer la sedimentation 

20 par gravite ou par centrif ugation, 1' attraction magnetique 
par 1' action d'aimants permanents, d ' ^lectro-aimants, ou 
par 1 'utilisation de dispositifs permettant d'augmenter le 
gradient de champ magnetique, 1' attraction electrique, et 
toute autre technique equivalente. 

25 On entend par "determination", toute methode 

permettant de mettre en evidence la presence et/ou de 
quantifier le dep5t concentre dans la zone utile de la 
surface accessible dudit autre support, a savoir les 
particules du produit specifique d'inter€t, c'est-a-dire 

30 du complexe ou du reactif n'ayant pas reagi. 

A titre d'exemple de methode de determination, on 
peut citer : 

- des methodes topographiques telles que la 
microscopie a force atomique, prof ilometrie, ... 
35 - des methodes magnetiques telles que decrites par 

example dans le document FR-A-2 710 410, la microscopie a 
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force magnetique, et tous precedes de determination 
sensibles a la presence d* elements metalligues ferro, 
ferri, para et super paramagnetiques 

- des methodes electriques telles que la mesure 
5 d'une variation de capacite, decrite par exemple dans le 

document EP-A-90 4 02 611, la micrpscopie a effet tunnel, 
les mesures d' impedance, ... 

- des methodes optiques permettant la mise en 
evidence, par exemple, d'une modification de I'epaisseur 

10 et/ou de 1 ' indice de refraction (couches minces optiques, 
ellipsometrie, resonance de plasmons de surface, ondes 
acoustiques de surface,...), ou la mesure d'une intensity 
lumineuse (ondes evanescentes , microscopie a fond noir, 
microscopie en champ proche optique^ . . - ) 

15 - des methodes permettant la mesure de variations 

de masses (microbalance a cristal de quartz, .-.) 

- et d'une maniere generale, toutes techniques non 
cities ici, mais equivalentes. 

La presente invention peut recevoir differents 
20 modes d' execution, en fonction des choix operatoires 
d^finis ci-apres. 

Dans I'etape de concentration, le taux de 
concentration en partenaire de capture est determine pour 
que la quantite dudit partenaire de capture immobilisi 
25 demeure au plus egale a la quantite dudit autre recepteur 
sur ledit autre support. A cette fin, par . exemple, le 
reactif comprend des particules du support conjugue avec 
le recepteur, ayant la capacite d'etre separees de tout 
milieu liquide dans lequel elles sont dispersees, sous 
30 1» action d'un moyen physique applique au milieu liquide, 
et on applique ce moyen physique a au moins une partie du 
milieu intermedia ire, pour separer les particules 
complexes, on lave eventuellement ces particules complexes 
ainsi separees, et on recupere les particules complexes, 
35 en cessant d'appliquer le moyen physique, pour obtenir 
ult^ri urement, dans ladite zone utile un dep6t concentre 
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en partenaire de capture. A titre d'exemple, les 
particules du support sont magnetiques , en particulier 
superparamagnetiques , et le moyen physique consiste en un 
champ magnetique appliqu^ au milieu intermediaire , par 
5 example selon la technique dite HGMS (High Gradient 
Magnetic, Separation) • 

Le recept^ur, c»est-a-dire celui appartenant au 
reactif, et ledit autre recepteur, c'est-a-dire celui de 
la surface accessible de capture, comportent le meme 

10 ligand, immobilise respectivement sur le support et ledit 
autre support, 

Lorsque le reactif comprend des particules du 
support conjugue avec le recepteur, ayant la capacite 
d'etre s^parees de tout milieu liquide dans lequel elles 

15 sont dispers^es, sous 1' action d"un moyen physique 
applique a ce milieu liquide, pref erentiellement on 
applique ce moyen physique en relation avec 1» autre 
support, c'est-a-dire celui de capture, pour concentrer 
ledit d^pot dans toute zone utile. V 

20 Dans certains cas, le reactif est marque, et le 

traitement de 1 ' analyte comprend une etape de 
determination du marqueur du depdt concentre, immobilise 
dans la zone utile de 1 ' autre support , c • est-a-dire du 
support de capture. Classiquement ce marquage du reactif 

25 est obtenu selon I'un des modes suivants, a savoir: 

- le support constitue lui-meme un marqueur ; il 
s'agit par exemple d ' or colloidal 

- le marqueur est lie au support 

- le marqueur est lie au recepteur. 

30 On determine 1' analyte a partir du dep6t concentre 

dans la zone utile, par toute methode choisie dans le 
groupe incluant les methodes topographiques, par exemple 
par microscopie a force atomique (AFM) , les m€thodes 
magnetiques, par exemple par microscopie a force 

35 magnet ique, les methodes electriques, par exemple mesure 
d ' une variation de capacity , les methodes optiques , par 
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exemple mesure de 1 ' indice de refraction, et enfin les 
methodes de mesure de variation de masse, par exemple 
microbalance a cristal de quartz. 

Plus particulierement, la zone utile est 

5 dimensionnfee pour que la quantity dudit dfepot immobilis4 
sur ledit autre support soit au moins egale au seuil de 
sensibility de la methode de determination, exprimee en 
nombre de particules par unity de surface. - 
Le format d'essai utilise est soit direct, auquel 

10 cas ledit partenaire de capture est ledit analyte, soit 
par competition, auquel cas ledit partenaire de capture 

est ledit reactif. 

Preferentiellement, on obtient un autre 
echantillon, en enrichissant ledit milieu intermediaire en 
15 complexe, et ledit autre ichantillon est mis en contact 
avec la surface accessible dudit autre support. 

Diff brents modes de mise en contact de 1' autre 
4chantillon avec la surface accessible de capture sont 
consider^s: 

20 - on depose une quantite dosee dudit autre 

echantillon sur la surface accessible de ce dernier 

- ou on fait passer un courant dudit autre 
echantillon, d'fepaisseur relativement faible, 

§ventuellement recycle, au contact de cette surface 

25 accessible. 

Enfin, le milieu liquide peut contenir une 
plurality d'analytes diff brents, et alors la surface 
accessible de capture de 1' autre support comprend une 
plurality de zones utiles, exhibant une plurality d'autres 
30 rycepteurs respect ivement diffyrents, de partenaires de 
capture respectivement diffyrents. 

Le procydy selon 1' invention peut fetre appliquy a 
un matyriel nucleique particulier de toute bactyrie, en 
1- occurrence de I'ARN ribosomique, auquel cas le niveau de 
35 sensibility obtenu permet d-yviter toute mythode 
d. amplification enzymatique, telle que, PCR (Polymerase 
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Chain Reaction) , appliguee au materiel genomique de la 

in§xne bacterie, pour detecter cette derniere. En effet, le 

niveau de sensibilite obtenu devient compatible avec la 

quantite d'ARN ribosomique presente dans une bacterie, de 

5 I'ordre de 10^ ^ 10^ molecules, ce qui permet de 
determiner la presence de cette bacterie, sans recourir a 
une amplification de tout ou partie de son genome. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

10 . La figure 1 represente un schema general de la 

formation du complexe en solution. 

La figure 2 montre un exemple de dispositif de 
separation du complexe. 

La figure 3 represente une , surface accessible, 

15 biospecif ique du support de capture. La figure 4 
represente le dep6t de la solution contenant le complexe 
sur la surface biospecif ique. La figure 5 represente la 
reaction entre le complexe et les autres recepteurs de la 
surface biospecif ique. 

20 Les figures 6 et 6bis presentent de maniere 

schematique deux methodes permettant de r assembler et 
immobiliser des particules du complexe sur la surface 
biospecif ique, I'une sans concentration du complexe (Fig. 
6), et 1' autre avec concentration du complexe (Fig. 6bis) . 

25 La figure 7 represente deux courbes issues des 

methodes presentees sur les figures 6 et 6bis 
respect ivement. En ordonnees, est porte le nombre de 
particules d^tect^es par unite de surface, et en abscisse 
la concentration du milieu liquide d'origine en analyte. 

30 Le trait en pointille etablit le seuil de sensibilite. 

La figure 8 montre une surface accessible au 
complexe, appartenant audit autre support, dit de capture, 
limitee par 1 ' utilisation d'un masque. 

Les figures 9 et 9bis presentent le d§p6t de 

35 particules du complexe, sur la surface limitee representee 
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1 ^-iaure 8 respect ivement sans et avec un moyen de 
concentration const.^ re'pr.sente un syst..e identi.ue ^ 
celui represent, sur la figure avec la surface Ix.xtee 
5 representee figure 8 et l-aa^onction Cun — ^ 

La figure 11 represente 1 effet 

.ag„«i,ue. sur 1. variation au „o„.« ^ae part.cui 
\- J. =,„-tace (um'l en ordonnees, en fonction 
u„.te (analyte, en abscisses tl-oglO n,/-!)- 

,0 ™";"™.:; 7,";,';;;/, Le absence a.enri=hisse„ent 
re/uT'oXr conln. ae 0,0, „i. ies =a„*s noire . un 

~ T°:^;urT"::n«:;ure i.a,es ae „icroscopie . 

La rigur i. effet de I'addition d'un 

- Trron L .ol.\ion aes cen,u,u.s 

Te'es e° rl " ^ urs ae la surface .icsp.citi^e, 
entre complexes e-c re^.^^ ^snvir-es de gauche 

ou aocessible au support ae oapture. ^^J^^'^^^^.t 
sont obtenues avec conoentration par un a.mant, 

- t^7irT3°°:rrr:^:t.u.ion au no^b. 

par.i=u.es i„„obi i is.es au co„pi^e pa. ^ ^ 

en tonotion ae la taille 
biosp.ci.i.e e - a 

-r^otrrLin=ora.o:ann^re„ 

en fonction ae 1 -our une surface 

solution en pg/ml en abscisses. P 
biosp^cifique ae faibles aiBens.ons; la figure 

30 ("^- ''::::j:tClutio„ au no^bre ae 

. i::rbriisVes rcolplexe par unit, ae surface 

particules i^obxl^see ^^^^^^^^^^ tsh en 

ro::llo:: en absdsses, selon . ai^ensien . 

" ro:re:e;rrra - — ^ 
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HGMS, immobilise sans concentration sur une surface 
biospecif ique de 64 mm^ . Les croix noires referent a un 
complexe enrichi, et immobilise avec concentration sur une 
surface biospecif ique de 0,5 mm^ . La concentration en 
5 abscisses est en loglO (ng/ml) , 

La figure 16 represente une comparaison des 
diff brents modes ' de concentration en utilisant des 
particules magnet iques pour le react if de depart. Les 
ordonnees et abscisses sont les memes, avec les memes 

10 ^chelles , que celles representees a la figure 15 . Les 
carres noirs referent a un complexe immobilise sur la 
surface biospecif ique , sans enr ichissement prealable , ni 
concentration au moment de la capture sur la surface 
biospecif ique, les losanges noirs a un complexe immobilise 

15 apr^s enrichissement sur colonne HGMS, et les croix noires 
a un complexe immobilise, apres enrichissement et avec 
concentration. 

La figure 17 montre une comparaison des differents 
modes d • enrichissement , en utilisant des particules d'or 

20 colloidal a titre de support appartenant au reactif. En 
ordonnees, est porte le nombre de particules par /xm^ , en 
abscisses la concentration en THS (Log 10 ng/ml) . Les 
losanges noirs referent a une determination apres 
enrichissement par centrif ugation , et les ronds noirs a 

25 une determination sans enrichissement par centrif ugation. 

La figure 18 represente un mode d* execution de 
1' invention pour le dosage d'haptenes par competition et 
la figure 19 la courbe theorique attendue, exprimant en 
ordonnees le nombre de particules detectees par unite de 

30 surface biospecif ique , et en abscisses la concentration 
d'origine en haptene. 

La figure 20 represente une surface biospecif ique 
accessible du support de capture, comportant plusieurs 
zones utiles avec des recepteurs d'affinites 

35 respect ivement differentes. 
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La figure 21 represente un autre mode d' execution 

de 1 ' invention . 

La figure 22 reprSsente un autre mode d' execution 

de 1' invention. 

5 Les figures 23 et 24 reprfesentent le mode 

d'ex^cution dfecrit sur la figure 22 auquel il a fete ajoutfe 
deux moyens de concentration, et une surface biospecif ique 
comportant plusieurs zones utiles telle que decrite figure 

20, par exemple. 
10 Les figures 25 et 2 6 reprfesentent un autre mode 

d' execution de 1> invention. Elles presentent notamment 
I'adjonction a la surface de I'aimant, d'une piece pointue 
en mat^riau magnetique dit "mou" possedant la propriete de 
confiner les lignes de champ de I'aimant & 1 ' extremite de 
15 cette pointe. Cette piece ou . 1 ' equivalent peut aussi.bien 
etre ajoutee aux exemples deer its sur les figures 9bis, 
10, 18, 21, 23 et 2 4 ou tout autre montage equivalent. 

Comme il en a 6tfe fait mention precedemment , 
1« invention a, comme aspect particulier, un procfedfe 
20 permettant d'isoler des analytes, m§me tres dilues, de 
milieux liquides. Le mode d'isolement peut etre variable, 
un exemple indicatif est donne afin de faciliter la 
comprehension. Ce mode presente I'avantage d'utiliser des 
particules magnetiques de faible taille. La figure 1 en 
25 montre un exemple. 

Dans un mode de mise. en oeuvre particulier, les 
particules 1 utilisfees ont un diametre compris entre 10 et 
1000 nm, prfefSrentiellement compris entre 10 et 200 nm. 
Elles comprennent au moins un noyau d'oxyde de fer 
30 monocristallin, de diamStre compris entre 7 et 15 nm, 
entourfe lui-m6me d'une couohe d'un polym&re hydrophile 
(support) , de manifere a eviter le contact entre le noyau 
mStallique et le ligand formant r§cepteur. Le noyau 
mfetallique, compte tenu de sa dimension possede un 
35 caractere superparamagnfetique . De telles suspensions sont 
stables plusieurs mois, sans sedimentation notable 


Le 
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polymere peut etre avantageusement utilise pour 
1 ' immobilisation ou greffage des ligands selon des 
m^thodes connues de I'homme de I'art. Le polymere utilise 
ici est un polysaccharide appele Dextran®, de masse 
5 molaire comprise entre 10,000 et 2,000,000, 
pref erentiellement comprise entre 40,000 et 70,000. II 
peut etre opportunement active ou f onctionnalise par 
differentes methodes telles qu'oxydation par le periodate, 
donnant des fonctions aldehyde par coupure entre fonctions 
10 alcool vicinales, ou par le bromure de cyanogene, et d'une 
maniere generale, par toute methode equivalente. 

Les ligands 2 sont indif f eremment , des anticorps, 
des antigenes, des oligonucleotides, ou tout autre entite 
biologique presentant la propri^te de se lier a un 
15 analyte, ainsi qu» il a ete def ini ci-dessus. Les ligands 
peuvent, par exemple, §tre couples a la surface des 
particules, sur les fonctions du polymere precedemment 
active, par 1 • intermediaire de fonctions amine primaire 
existant dans la molecule native ou ajoutees 
20 intentionnellement au ligand. Le conjugue particule/ ligand 
3 est represente figure 1. 

La figure 1 represente un schema general de la 
formation des complexes en solution. Le conjugue 3 
(reactif) est introduit dans le milieu contenant 1* analyte 
25 4 a separer. Apres un temps d' incubation necessaire a la 
formation du complexe 5 entre conjugue et analyte, la 
solution (milieu intermediaire) est passee sur le montage 
represente sur la figure 2. II s'agit d'un exemple de 
dispositif d'enrichissement base sur le principe d'une 
30 separation d' elements repondant a la sollicitation d'un 
champ magnetique. II comporte une chambre de separation 6 
abritant une matrice de filaments en materiau 
ferromagnetique, tel -que filaments d'acier 7. Cette 
matrice peut-etre opportunement recouverte d'un polymere, 
35 tel que d^crit dans les documents US-C-4 , 375 , 407 ou 
Wo-A-90/07380. La solution contenant les complexes 
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analyte/ reactif 5, est passee sur la matrice f ilamenteuse 
placee dans le champ magnet ique d'un ou plusieurs aimants 
8, a un d^bit ajustable et permettant au complexe d'etre 
retenu par la matrice. Un tel dispositif permet d'enrichir 
5 le complexe dilue dans des volumes initiaux tres 
importants. 

Apres elimination des elements etrangers et du 
liquide porteur, le champ magnetique est retire, et le 
complexe concentre est elue par un faible volume de 
10 liquide. Ce volume est depose sur une surface accessible, 
biospecif ique, representee sur la figure 3 . Elle est 
constituee d'un support plan 9 sur lequel sont immobilises 
d'autres recepteurs 10 specif iques de 1» analyte 4. 

Un support plan tel que 1 ' oxyde de silicium 
15 presente des avantages connus. On peut citer par exemple, 
une rugosite faible, des dimensions ajustables ou des 
modes de f onctionalisation varies. Par exemple, la 
fixation d'alkoxy ou de chlorosilanes permet 
1- introduction de fonctions en surface, dans le but 
20 d'immobiliser des recepteurs de differentes fa<?ons 

(adsorption, liaisons covalentes, ...),.-. D'autres types 
de supports tels que d^crits precedemment sont cependant 
utilisables. 

La figure 4 represente un exemple de depot de la 
25 solution contenant les complexes 5. Celle-ci est eluee en 
retirant le champ magnetique et est eluee et deposee sur 
la surface biospecif ique dans un volume faible. 

La figure 5 represente un exemple de la reaction 
entre le complexe 5 et le r§cepteur 10 sur le support 9. 
30 Les figures 6 et 6bis presentent I'un des 

avantages de 1' invention. Sur la figure 6, un nombre donne 
de particules est concentre sur une surface biospecif ique, 
dite large. La figure 6bis presente une amelioration, en 
ce que le meme nombre de particules est concentre sur une 
35 surface biospecif ique de dimensions plus faibles que sur 
1 montage de la figure 6. 
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La figure 7 represente une courbe theorique 
montrant 1 • augmentation du nombre de particules par unit§ 
de surface, selon les montages representes sur les figures 
6 et 6bis. Si une limite de sensibilite (traits 
5 pointings) est representee, il est avantageux d'utiliser 
une surface reduite, en ce que cela permet une 
amelioration du seuil de sensibilite et done, la detection 
de concentrations de particules en solution plus faibles. 

La figure 8 montre un exemple de mise en oeuvre 
10 visant a limiter la surface biospecif ique constitute par 
une seule zone utile de capture, Celle-ci est identique a 
la surface biospecif ique representee sur la figure 4, mais 
sa dimension a ete Timitee par 1 •utilisation d'un masque 
11 de dimension controlee. 
15 Conformement a la description precedente, les 

figures 9 et 9bis pr§sentent une mise en oeuvre 
particuliere du depot de particules sur la surface reduite 
representee sur la figure 8. La figure 9bis presente un 
autre avantage de 1* invention, II s'agit d'une 
amelioration du mode represente sur la figure 9, par 
I'adjonction d'un aimant 12 place sous le support et 
visant a concentrer les complexes 5 sur la zone utile 10, 

La figure 10 represente un systeme identique a 
celui represente sur la figure 4, avec les deux 
25 perfectionnements de 1' invention decrits ci-dessus: la 
reduction de la surface accessible par I'adjonction d'un 
masque 11, et la concentration ou confinement des 
particules sur une surface de dimensions reduites par 
I'adjonction d'un aimant 12, 

Dans une mise en oeuvre particuliere a 
1' invention, les particules sont detectees et quantifiies 
par microscopie a force atomique. Cette technique permet, 
non seulement de detecter et d' identifier les particules 
sans ambigulte, mais aussi, d'utiliser des logiciels de 
traitement d' images pour la quantification du nombre de 
particules presentes sur line surface definie. 


20 
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Apres cette etape de concentration, la reaction 
est detectee ou quantifies par microscopie a force 
atoitiique, mais d 'autres moyens connus de 1 ' homme de 1 ' art 
peuvent etre employes et font partie du doinaine de 
5 1» invention. 

La figure 13 montre un exemple de mise en oeuvre 
visant a limiter plusieurs surfaces biospecif igues ou 
zones utiles- de capture (A, .B, _C .)/ chacune de 
specificite differente. La dimension de chacune a ete 
10 limitee par 1 ' utilisation d'un masque 11 de dimension 
controlee. 

Dans un mode particulier d» execution de 
1' invention, la figure 22 represente un moyen de 
separation des analytes 4 ou des; complexes 5 de la 
15 solution, Une cellule de hauteur limitee et comportant une 
entree et une sortie permet une mise en contact de 
1 ' echantillon contenant les analytes 4 ou les complexes 5 
avec les recepteurs 10 de la surface de capture. Le d€bit 
est ajustable par tout moyen connu de 1' homme de I'art, et 
20 la geometrie de la cellule peut etre adaptee a un 
^coulement laminaire ou turbulent., 

Les figures 2 3 et 2 4 representent respect ivement 
une coupe de profil et une vue de dessus du mode 
d'ex§cution decrit sur la figure 22, auquel il a §te 
25 ajoute deux moyens de concentration et une surface 
biospecif ique comportant plusieurs zones utiles avec des 
recepteurs d'affinites respectivement differentes, telle 
que decrite a la figure 20. Le premier moyen de 
confinement est, par exemple, I'emploi de "cales" 17 
30 visant a conf iner le flux de la solution a un chemin de 
largeur 18 passant au contact des zones actives 13 A, B et 
C de la surface de capture. Le deuxieme moyen de 
confinement est I'adjonction d'un aimant mobile 12 ou de 
plusieurs aimants en regard de chaque .zone utile. 
35 Les figures 25 et 2 6 representent un autre mode 

d' execution de 1' invention. Elles presentent en 


wo 98/34116 PCT/FR98/00182 

22 

particulier, dans la partie inferieure 20, I'adjonction a 
la surface de l^aimant, d'une piece pointue d * un mater iau 
xnagnetique dit "mou" poss^dant la propriete de conduire et 
de confiner les lignes de champ de 1 ' aimant a 1 ' extremite 
5 de cette pointe. Cette piece ou 1' equivalent peut aussi 
bien §tre ajoutee aux realisations selon les exemples 
decrits sur les figures 9bis, 10, 18, 21, 23 et 24, ou 
tout autre montage equivalent. La partie super ieure 19 est 
munie d'une entree et d'une sortie permettant une mise en 
10 contact des analytes 4 ou des complexes 5 de 1 ' echantillon 
avec les recepteurs 10 de la surface de capture 13. 

Des details additipnnels concernant la mise en 
oeuvre de 1 • invention sont indiqu^s dans les exemples 
suivants. 

15 

EXEMPLES : 

Exemple 1- Fabrication des surfaces limitees, 
biospecif iques, par couplage d'anticorps anti-TSH (Thyroid 
20 Stimulating Hormon/ ou analyte) 

Le support utilise est compose de plaquettes de 
silicium de 8 x 8 mm, recouvertes de silice thermique. Les 
eventuelles contaminations organiques sont d'abord 
eliminees par nettoyage dans le melange sulf ochromique. 

25 Les plaquettes sont ensuite immergees dans 1 ml d'une 
solution d' aminopropyldimethylethoxysilane a 2% (v/v) dans 
le toluene. Les fonctions amine ainsi creees sur la 
surface sont activees par 1 ml de solution de 
disuccinimidyl suberate (10 mM dans le DMF) . 

30 Les anticorps anti-TSH de capture sont dilues a 

4 0 jLtg/ml en tampon phosphate 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,4 
(PBS). 70 fJLl sont deposes sur les plaquettes activees, Le 
couplage a lieu pendant 1 heure a temperature ambiante. 
Les plaquettes sont ensuite incubees pendant 2 heures a 

35 37**C avec 70 /xl d'une solution d*albumine a 0,1 mg/ml en 
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tampon PBS contenant 0,5% de Tween 20® (PBS/Tween) , afin 
d ' eviter 1 ' adsorption de molecules indesirables . 

Example 2- synthase des particules magnet iques 

5 (support libre) 

Cette synthese est decrite dans le document 
US-C-4 ,452,773 (Molday) , a quelques modifications pres. 

14 grammes de polysacGharide Dextran T4 0 
(Mw=40 000, Pharmacia) sont ajoutes a 14 ml, d'eau, et on 
10 laisse le Dextran se dissoudre a temperature ambiante 
(solution 1) . Une solution 2 est preparee avec 3 grammes 
de reCl3, 6H2O (Mw=270,3) et 1,3 grammes de FeCl2, 4H2O 
(Mw=198,81) dans 20 ml d'eau. Les deux solutions sont 
introduites dans un reacteur a double enveloppe de 250 ml, 
15 equipe d'un moteur d' agitation regie a 200-250 tours/min, 
d«un agitateur en verre et d»une ampoule de coulee 
contenant une solution de NH4OH a 7,5 % (v/v) . A 
temperature ambiante, la solution de NH4OH est ajoutee 
goutte a goutte sous agitation, jusqu'a un pH final 
20 compris entre 10 et 11. La temperature est amenee a 70*>C 
pendant environ 60 minutes, puis la solution finale est 
dialysee extensivement centre 5 litres d'eau distillee, 
avec renouvellement des bains de dialyse jusqu'a obtention 
d'un pH neutre. La solution est ensuite filtree sur laine 
25 de quartz pour ^liminer les plus gros agregats, puis 
centrifugee 3 fois a 600 tours/min pendant 5 minutes. Afin 
d'eliminer de Dextran excedentaire, les particules sont 
deposees sur une colonne de (33 x 2,5) cm de gel de 
Sephacryl S300 HR (Pharmacia) , prealablement equilibree en 
30 tampon acetate 0,1 M, NaCl 0,15 M, 0,05% NaHa, pH = 6,5. 
Les particules superparamagnetiques obtenues, revetues de 
Dextran , ont un diametre exter ieur compris entre 2 0 et 
900 nm, et pr^f erentiellement compris entre 30 et 100 nm. 
Elles sont conservees a + 4'*C. 
35 Le dosage des particules est realise par mesure de 

la density optique a 483 nm. Une droite d'^taionnage 
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reliant la densite optique a la masse volumigue de la 
solution determinee par extrait sec est prealablement 
etablie, Connaissant la density des particules, on peut 
ensuite en deduire leur nombre par unite de volume. Elle 
5 est typiquement de 15 mg/ml, 

Le dosage du fer est effectue par la methode de 
Avol, E. et al (Prep, Bioch. 3/3:279, 1973) utilisant la 
bathophenanthroline. La densite optique du complexe 
f er/bathophenanthroline est mesuree a 535 nm. La courbe 

10 d ' §talonnage est realisee sur une solution de sel de 
Fer II de molarite connue, Le pourcentage ponderal de fer 
dans les particules est d' environ 50 (± 10) %. 

Le dosage du Dextran est effectue par la technique 
decrite par Molday, R,S. et al (FEES Lett., 170/2:232, 

15 1973). La densite optique des complexes formes entre le 
polysaccharide et le melange ph§nol-acide sulfur ique est 
mesuree a 487 nm. La courbe d • etalonnage est realisee sur 
du Dextran libre. Le pourcentage ponderal de Dextran dans 
les particules est d ' environ 50 (± 10) %. 

20 

Example 3- Fabrication de conjugues 

particules/anticorps anti-TSH, pour obtenir le reactif 

3.1) Couplage direct des anticorps anti-TSH sur 
les particules de I'exemple 2 

25 Les particules sont dialysees en tampon acetate 

(CHaCOONa 0,1 M, NaCl 0,15 l\, pH = 6,5). 5 f^l/mg de 
particules d'une solution de periodate de sodium a 0,1M 
dans le tampon acetate sont ajoutees, et le temps de 
reaction est de 4 5 minutes a I'abri de la lumiere. Les 

30 particules ainsi oxyd§es sont dialysees dans le tampon de 
couplage (phosphate 0,25M, NaCl 0,75M), et les anticorps 
anti-TSH sont ajoutes (10 a 100 M9/ing de particules) . Le 
couplage a lieu pendant une nuit a 37**C sous agitation. 

La liaison imine est ensuite reduite par addition 

35 du borohydrure de sodium (0, IM, 1 /xmole/mg de particules) 
durant 15 & 3 0 minutes a temperature ambiante sous 
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agitation. Le melange est finalement dialyse centre un 
tampon phosphate 0,1 M, NaCl 0,15 M a pH 7,4. 

3,2) Utilisation de particules commerciales 
couplees a la streptavidine 
5 3.2.1) Biotinylation des anticorps anti- 

TSH: 

2 mg d' anticorps anti-TSH sont dialyses en tampon 
PBS, puis mis en contact 1 heure avec la biotine-NHS 
(Pierce) sous agitation, a temperature ambiante (20 moles 

10 de biotine/mole d' anticorps) . Les anticorps biotinyles 
sont de nouveau dialyses pour eliminer I'exces de biotine. 

3.2.2) Couplage des anticorps biotinyles 
sur les particules-streptavidine: 

2 Mg d' anticorps biotinyles tels qu'obtenus 

15 precedemment sont ajoutes a 100 fxl d»une solution 
contenant lO**"^ particules couplees a la streptavidine. Le 
melange est incube pendant 1 heure a temperature ambiante. 
Les anticorps libres sont elimines par passage de la 
solution sur une colonne contenant une matrice metallique 

20 permettant la separation par gradient de champ magnet ique 
(HGMS) des conjugues formes. De telles colonnes sont, par 
exemple, . commercialisees par Miltenyi Biotec GmbH 
(Bergisch Gladbach, Germany) . Et les techniques 
correspondantes d ' enrichissement sont decrites par les 

25 documents US-C-4 , 375 , 407 , US-C-5 , 54 3 , 2 89 , WO-A-96/26782 , 
WO-A-96/26011, US-C-5, 186,827 et la publication de B.L 
Hirschbein et al (Chemtech, Mars 1982, pages 172-179) . La 
colonne est rincee par 2 ml de PBS, puis les particules de 
conjugues sont eluees dans 100 /xl de PBS/Tween. On 

30 recupere ainsi environ 70% (7x10^° particules) des 
particules initiales, sous forme conjuguee. Une courbe de 
titration montre qu'un a deux anticorps sont immobilises 
par particule. 
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Exemple 4- Mise en contact du reactif avec 
I'analyte, et enrichissement du milieu intermediaire 
obtenu 

1,6x10^^ particules de conjugues telles 
5 qu'obtenues a 1 ' exemple 3 sont diluees en PBS/Tween dans 
des volumes variables (de 0,1 a 100 ml). 6 ng de TSH sont 
ajoutes a chaque solution et les essais sont incubes 
durant 2 heures a 37°C sous agitation. Chaque solution est 
ensuite dfeposee et enrichie sur la colonne decrite dans 

10 1' exemple 3, puis lavee par 1 ml de PBS/Tween afin 
d'eliminer les antigenes libres. Pour recuperer les 
particules, la colonne est retiree de I'aimant. 30 ^1 <ie 
PBS/Tween sont deposes et elimines, car leur concentration 
en particules est trop faible. 70 iil sont ensuite deposes 

15 et recueillis. 

Chaque echantillon de 70 ^1 est ensuite depose sur 
une plaquette telle qu'obtenue dans 1* exemple 1, La 
solution est laiss^e a incuber durant 1 heure a 
temperature ambiante. Les plaquettes sont ensuite lavees 

20 vigoureusement par le PBS/Tween, puis a l»eau. 

A titre de comparaison, des essais sont realises 
avec des solutions de volume constant (70 ^1) dans 
lesquelles sont melanges comme precedemment 1.6x10 
particules de conjugu^ (reactif) et des masses variables 

25 de TSH, de maniere a obtenir une gamme de concentrations 
comparables a celles decrites ci-dessus (de 0,06 a 86 
ng/ml) . Les solutions ne sont pas enrichies sur colonne 
selon la technique HGMS, mais directement deposees sur les 
plaquettes telles qu'obtenues dans 1' exemple 1, et 

30 incubees dans les meme conditions que celles decrites ci- 
dessus . 

La detection du depot, concentre, des particules 
complexes superparamagnetiques , apres reaction specif ique 
sur le support, est rfealisee par microscopie a force 
35 atomique ou AFM (Autoprobe, Park Scientific Instrument) . 
Les fechantillons sont seches a 1 'azote, et analyses en 
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mode contact a 1 ' air (pointes Si3N4, epaisseur = 6 ^rn, 
constante de raideur de 0,01 a 0,5 N/m) . Un scanner de 

2 

100 Mro est utilise et des balayages de 5x5 sont 
realises . Le nombre de particules detectees sur chaque 
5 zone analysee est calcule par un logiciel de traitement 
d* image et la valeur trouvee est ramenee a un nombre de 
particules par iim . 

Les resultats sont deer its par la figure 11. Pour 
des concentrations egales en TSH, une nette augmentation 
10 du nombre de particules par unite de surface est observee 
dans le cas de la concentration selon la technique HGMS. 
Les limites de detection (calculees comme indique a 
1 ' exemple 7 ) pour les deux methodes sont reportees sur le 
Tableau 2 * 

15 

Exemple 5- Application d^un aimant en relation 
avec les surfaces limitees, biospecif iques , pendant leur 
mise en contact avec les particules complexes 

2 

4 plaquettes de silice de 8x8 mm sont 
20 f onctionnalisees et conjuguees sur toute leur surface par 
des anticorps anti-TSH de capture, comme decrit dans 
1 ' exemple 1 • Deux des quatre plaquettes sont placees sur 
un aimant constitue de terres rares (diametre 6 mm, 
hauteur 2 5 mm , B= 0,32 Tes la ) , les deux autres sont en 
25 dehors de 1' action de tout champ magnet ique. 7 0 Ml de 
solutions contenant une concentration en TSH de 1 ou de 
100 ng/ml et une concentration identique en particules 
conjuguees (2x10^) sont deposes sur ces plaquettes. Les 
solutions sont laissees a incuber durant 1 heure a 
30 temperature ambiante sous agitation, afin de limiter 
1' adsorption non specif ique des particules conjuguees. Les 
plaquettes sont ensuite analysees par AFM selon le 
principe decrit dans 1' exemple 4, et les resultats sont 
illustr^s par les images de la figure 12. Bien que, dans 
. 35 cette mise en oeuvre particuliere, des particules 
magnetiques de faibles dimensions soient utilisees, les 
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10 


volumes faibles employes permettent malgre tout, leur 
separation par un aimant permanent car les distances de 
separation sont faibles. 

Les deux plaguettes placees sur les aimants 
montrent une densite en particules nettement superieure a 
celles des plaguettes n • ayant pas subi 1* influence du 
champ magn^tique. II a ete demontre que le bruit de fond 
(absence de TSH en solution) est comparable dans les deux 
cas, et done que 1 ' amelioration de la reaction 
anticorps/antigene sur la surface biospecif igue est 
attribuable a la presence de 1' aimant. Les resultats sont 
reportes sur le tableau 1. 


Tableau 1 


15 


Concentration 
en TSH (ng/ml) 

Nombre de 

particules / ^m^ 
(sans aimant) 

Nombre de 

parti cul es/iirt? 
(avec aimant) 

1 

0,3 

S,0 

100 

33 

128 


20 


25 


30 


Example 6- Enrichissement du milieu intermediaire 
sur colonne HGMS, puis application d'un aimant en relation 
avec la surface limitee, biospecif igue: Influence de la 
dimension de la surface biospecif igue 

Les anticorps de capture ou ligands sont couples 
sur la silice activee sur des surfaces de taille 
croissante. Dans ce but, des volumes variables de 1, 10 et 
70 fil de solution d ' anticorps sont deposes au centre des 
plaguettes et couvrent respectivement des surfaces de 1,8, 
13 et 56 mm^. La plus petite surface (0,5 mm^) est realisee 
au moyen d'un cache perce, place au centre de la 
plaguette. Les solutions de particules conjuguees 
(7,6x10^) et de TSH (60 pg/ml) sont incubees dans 1 ml, 
puis purif iees sur colonne HGMS selon le protocole decrit 
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dans 1 Vexemple 4 . Les plaguettes telles qu • obtenues a 
1 ' exemple 1 sont ensuite placees sur les aimants , et les 
solutions purifiees sont deposees et laissees a incuber. 
Ij» analyse par AFM permet la quantification du nombre de 

2 

5 particules par /xm . 

Les resultats sont decrits par la figure 13. Le 
nombre de particules complexes immobilisees par unite de 
surface augmente lorsque la surface biospecif ique diminue, 
et done, lorsque les particules complexes sont concentrees 
10 au centre de la surface sous influence de I'aimaint* 
L'effet de concentration est d'autant plus important que 
la surface sur laquelle peuvent reagir les particules 
complexes diminue , 

15 Exemple 7- Enrichissement du milieu intermediaire 

sur colonne HGMS/ puis application d'un aimant en relation 

avec la surface utile limitee, biospecif ique: Influence de 

la quantite d'antigene (analyte) en solution/ et 

evaluation de la limite de sensibilite de la methode. 

20 Les anticorps de capture ou ligands sont coupl§s 

2 

sur la silice activee sur une surface de 64 ou 0,5 mm . 
Les particules conjuguees (8x10 par essai) et les 
antigenes (analyte) en concentration variable (de 0 a 
500 ng/ml) sont incubus dans 1 ml, puis les particules 

25 complexes sont enrichies sur colonne HGMS. Les plaquettes 
f onctionnalisees, c*est-a-dire couplees a leurs propres 
recepteurs, sont ensuite placees sur les aimants comme le 
montre les figures 9bis et 10, et les solutions purifiees 
sont incub^es, puis analysees par AFM, 

30 La figure 15 permet . de clairement mettre en 

Evidence une nouvelle fois i' influence de la dimension de 
la surface utile biospecif ique, sur l'effet de 
concentration ou conf inementement par aimantation. On 
observe en effet a concentration en TSH egale une densite 

35 de particules complexes beaucoup plus importante sur la 
petite surface (0,5 mm^) , representee par des croix, par 
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2 

rapport a la grande surface (64 mm ) , pour laquelle la 
densite est representee par des ronds. 

Pour la concentration sur une surface utile de 
0,5 mm^, les resultats sont decrits par la figure 14, Le 
5 calcul d§montre que la valeur du plateau obtenu est 
conforme a la courbe theorique (figure 1 , courbe 6bis) 
attendue. La limite de detection est calculee comme 
pr^c^demment (exemple 6) . selon la methode statistique 
generalement admise: 10 blancs (sans antigene) sont 

10 realises, dont on calcule la rugosite moyenne (Moyr) et 
I'ecart type (ETr) . La limite de detection (LDD) est 
definie comme §tant: LDD = Moyr + 3. ETr. Cette valeur est 
reportee sur la pente a I'origine de la courbe 
d ' etalonnage. Une limite de detection de 5x10"*^ pg/ml, soit 

15 1.2x10^ molecules de TSH est calculee (Tableau 2). 

Comparalson des resultats : 

20 La figure 16 reprend sur un meme graphe, les 

resultats decrits dans les exemples 4 et 7 et permet de 
mettre en Evidence, 1 ' amelioration de la sensibility 
apportee par le montage represente sur la figure 10, Le 
tableau 2 ci-dessous permet egalement de montrer 

25 1 ' amelioration de la limite de sensibilite pour la 
detection de la TSH, appprtee par 1 ' enrichissement 
magnetique sur colonne par gradient de champs d'une part, 
et par I'effet conjoint de 1 ' enrichissement magnetique du 
milieu interm^diaire sur colonne par gradient de champ et 

30 de la concentration magnetique des particules complexes 
sur une surface biosp^cif ique de faibles dimensions, 
d' autre part. 


35 
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Tableau 2 


^ Methode 

Limite de 
detection 
(pg/ml) 

surface utile 

separation sur colonne par HGMS 

100 

64 

Separation sur colonne HGMS et 
concentration par aimantation 

4 

64 


separation sur colonne HGMS 
concentration par ^ ^ mantal 
sur une surface 
dimension 


aimantation 
de faible 


0, 005 


0,5 


. la liTnite de detection 

A titre de comparaxson, la limix:e u« 

,0 ac ,u.lqu.s pg/ml selcn les cas. «n ,ax„ en -""^^^'^^ 
a.un £a=«ur a' environ 100 * 1000 est done 
te«an,. en oeavre la «4thoae selon la pr.een.e .nv.nt.on. 

des particules conjuguees 


15 


20 


25 


Exemple 8- Syn these 

^-invention, peut .tre .i.e en oeuvre - ™ au 
particules de, support non nvagnetxques et de nature 

"'"™-.oIutlo. d.or colloidal, .e pH de la solution 

a.or colloidal (dia..tre des ^^^"^^'^ Z'. 
Polyscience, 00520=°. "4) , est a.ustfe a ^'^.J _ 

^=.0 KoCO-, 0 2M. L'or colloidal est ensuite filtre 
solution de K2CO3 u,^ii. 

sur membrane de 0,1 fira. _tsh sent 

- solution de ligand. Les antxcorps antx TSH sont 
dialysis en tampon borate 2 mM pH 9,00, puis f.ltres 
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membrane de 0,1 fim, juste avant usage, afin d'eliminer les 
agregats eventuels , et doses a 2 8 0 nm . 

- Synthase des partlcules conjuguees proteines/or , 
La solution d'anticorps est ajoutee a la solution d'or, 
5 sous agitation, a une concentration de 8 /ig d ' anticorps/ml 
d'or colloidal. Apres 10 minutes d ' incubation , la 
stabilisation colloldale est assuree par addition d*une 
solution de serum-albumine bovine (BSA) a 10 mg/ml en PBS, 
pour obtenir une concentration finale en particules 

10 conjuguees de 100 Atg/ml. La solution est filtree (0,1 ^m) , 
puis purifiee sur une membrane de seuil de coupure MWCO= 
300,000, afin d'eliminer I'exces d'anticorps* „ Les 
particules conjuguees sont reprises en milieu 
PBS/BSA/Tween 20 0,5%, et filtrees. Elles sont stockees a 

15 4''C en presence d'azoture de sodium (0,05%) et peuvent 
etre conservees pendant plusieurs mois, L'azoture de 
sodium peut eventuellement etre remplace par une 
filtration st^rilisante au moment de I'emploi. 

20 

Exemple 9- Dosage sandwich de la TSH par les 
particules conjuguees marquees a l^or colloidal: 
Comparalson des methodes avec et sans enrichissement par 
centrif ugation du milieu intermediaire 

25 

* Sans enrichissement . 

Sur des plaquettes telles qu ' obtenues dans 
1' exemple 1, 7 0 ^tl solution de TSH de concentration 

croissante de 0 a 50 ng/ml de PBS/Tween 0,5% sont deposes 

30 sur les plaquettes et incubus une heure a 3 7**C. Apres 
rinqzage par le PBS/Tween, on incube 70 /lxI de solution de 
particules conjuguees (DO 520 nin=lf4) Ih a 37 '^C. Les 
plaquettes sont ensuite lavees, sechees, et analysees par 
AFM. On denombre le nombre de particules complexes par 

35 unite de surface. 
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* Avec enrichissement par centrif ugation 
Apres synthese des particules con juguees (reactif) 
precedemment decrites, on incube dans des volumes 
5 variables de 0,1 a 10 ml de PBS/Tween 0,5% contenant 0,1 
mg/ml de BSA, 100 ^1 de particules conjuguees 
(PO-520-nm=lf 4) , et 6 ng de TSH. Les solutions obtenues 
sont incubees une nuit a 37**C sous agitation. Des temoins 
sans antigene (analyte) sont realises. A 1* issue de 
10 1 ' incubation, les solutions sont enrichies par lavage et 
filtration sur membrane (MWCO=100 000) , pour obtenir un 
volume final de quelques dizaines de /il. Elles sont 
ensuite deposees sur des plaquette telles qii ' obtenues dans 
I'exemple 1. L'incubation a lieu Ih a 37**C. Le rinqzage et 
15 1' analyse ont lieu comme precedemment . 

Les resultats sont presentes sur la figure 17. On 
constate une nette amelioration de la sensibilite a 
concentration equivalente en TSH, lorsque les particules 
complexes sont concentrees. 

Exemple 10- Fabrication des supports 

biospecif iques (autres supports et recepteurs) par 
couplage d ' oligonucleotides (ODN) 

20 Les surfaces de silice sont nettoyees par I'acide 

sulf ochromique (2h, 120<*C) puis silanisees par 
1 ' aminopropyldimethylethoxysilane (2% dans le toluene 
anhydre) pendant 2h a temperature ambiante, Un copolymere, 
1' anhydride maleique-co-methyl vinyl ether 

25 (AMVE, Mn = 20,000), capable d'etablir des liens covalents 
avec des fonctions amines, est ensuite greffe sur les 
surfaces aminees. Une solution a 1 mg d* AMVE/ 10 ml de 
DMSO anhydre est pr§paree juste avant usage. Les surfaces 
aminees sont immergees dans cette solution et incubees 

30 sous agitation pendant Ih a temperature ambiante en 
presence de triethylamine (1% v/v) . Elles sont ensuite 
rinc§es par le DMSO et sech§es ^ 1» azote. 
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Une solution d'ODN de capture (17 bases) est 
preparee a une concentration de 8 /xM dans un melange 
borate de sodium O.l M, NaCl 0.5M (5%)/DMSO (95%). 50 fxl 
de solution sont deposes sur la plaque et incubes 1 h a 
5 37**C. Les supports sont ensuite rinces en PBS-Tween. Puis 
50 /il d'une solution de PEG sont deposes sur la surface et 
incubes 30 minutes pour eviter les interactions non 
specif iques, Les surfaces sont rincees en PBS/Tween, De 
telles surfaces sont appelees ci-apres « surfaces 
10 biospecif iques ». 

Exemple 11. Fabrication des conjugues de 

detection particules magnetiques/ODN-biotine 

15 Exemple Xla 

100 /xl de particules magnetiques recouvertes par 
la streptavidine (Immunicon) sont ajoutes a lOO /ul d'une 
solution de I'ODN de detection (21 bases) biotinyl^ 
(8.37 pmole/Ml) . Cette solution est incub€e pendant 1 h a 

20 370c sous agitation, L'exces d'ODN est elimine par 3 
etapes successives d ' aimantation/dilution et les conjugues 
sont finalement repris dans 100 /xl de tampon PEG. 


25 Exemple lib. 

100 fjLl de particules magnetiques recouvertes par 
la streptavidine (lO^^ particules, soit 5.10^2 j^olecules de 
streptavidine, Miltenyi Biotec) sont ajoutees a la 

30 solution de I'ODN (28 bases) de detection biotinyle 
(4.10^3 molecules), porteur d'un brin espaceur de huit 
bases. . Cette solution est incubee Ih a 37 «C sous 
agitation. L'exces d'ODN est elimine par passage sur 
colonne de separation HGMS puis repris dans 100 /xl. 

35 Les deux reactifs ainsi obtenus sont appel^s 

ci-apr^s "conjugues de detection" 
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Example 12. capture des cibles ADN (analyte) par 
les conjugues de detection de 1« example lla. 

^ 20 Ml de la solution de conjugues de detection 

tels que decrit dans I'exemple lla sont dilues dans le 
tampon PEG. Les cibles (37 bases, 8.23. 10^3 copies/Ail) , 
* portant les sequences respectivement complementaires des 
ODN de capture et de detection, sont ajoutees en quantite 
10 d^siree pour un volume total de 1 ml , Le melange est 
incub€ durant 2 h a 37 °C sous agitation, Les complexes 
formes seront utilises comme tels. 

Exemple 13. Concentration de cibles (analyte) a 
I'aide des conjugues de detection de 1« exemple lla. 
Influence de la presence de I'airaant. 

^5 2 supports biospecif iques sont prepares. 

Egalement , 2 echanti lions contenant chacun 10^2 copies /ml 
sent incubes en presence de conjugues de detection tels 
que decrits dans 1 ' exemple lla . Les supports 
biospecif iques sont places au fond d'une cuve. L'une de 

20 ces cuves est placee sur un aimant constitue de terres 
rares (diametre 6 mm, hauteur 6 mm, B=0,32 Tesla) . La 
solution contenant les cibles hybridees sur les particules 
magnetiques est deposee dans les cuves, et incubee durant 
Ih sous agitation par pipetage toutes les 10 min. A 

25 1« issue de 1 • incubation, les supports sont rinces en 
PBS-Tween puis en tampon carbonate d' ammonium 0. 1 M, 
avant d'etre seches et analyses en mode contact a I'air 
par AFM. 

Dans une zone utile de 4 x 4 ^m de la surface 
30 biospecif ique, 0,3 particule par /xm^ sont detectees sans 
aimant, et 86 particules par /xm^ avec un aimant. 

Les cibles ne sont pratiquement pas detectees en 
1' absence de 1 'aimant, alors qu'une monocouche de 
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particules est obtenue en presence de I'aimant, 
correspondant a la saturation du signal. 


Example 14. concentration de cibles (analyte) a 
I'aide de conjugues de detection de I'exemple 11a. 
Determination de la limite de detection. 

5 ■ ' , ', 

Plusieurs supports bi*c>specif iques sont prepares. 
Des concentrations croissantes en cibles (entre 0 et 8.10^2 
cibles/ml) sont preparees dans 1 ml de tampon PEG. La 
capture des cibles ADN par les conjugues de detection tels 

10 que decrits dans I'exemple 11a est realisee comme decrit 
dans I'exemple 12. A 1 ' issue de 1 ' incubation, les supports 
biospecif iques sont places sur des aimants tels que 
decrits a I'exemple 12 , a une temperature d' incubation de 
37**C. 100 /Ltl des solutions contenant les cibles hybridees 

15 sur les conjugues de detection sont deposes sur les 
supports biospecif iques. La solution est incubee durant 
3 minutes puis le surnageant est elimine. 100 fil sont de 
nouveau deposes, puis la goutte est agitee par pipetage 
afin de remettre les particules en suspension. Ce 

20 protocole est repete jusqu'a ce que toute la solution ait 
6t6 concentree sur le support (10x100 mD • A 1' issue de 
1' incubation, les surfaces sont rincees par le PBS-Tween 
puis par tampon carbonate d' ammonium 0.1 M, avant d'etre 
s€chees et analysees en mode contact a I'air par AFM. La 

25 densite des particules est mesuree dans la zone 
d'aimantation maximale. Le taux de recouvrement des 
particules sur les images est determine par 1 ' utilisation 
d'un logiciel de traitement d' images. 

La limite de sensibilite est estim^e a 

30 7.108 cibles/ml, soit un gain d'un facteur 100 par rapport 
a la detection de cibles ADN par un test enzymatique 
conventionnel, type ELOSA (Enzym Linked Oligo Sorbent 
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Assay), sans concentration (8.10^0 cibles/ml) , realise sur 
le meme support. 

Exemple 15 . Concentration de cibles (analyte) a 
5 l*aide des conjugues de detection de 1' exemple lib. 
Determination de la limite de detection. 

50 |il de la solution de conjugues de detection 
tels que decrits dans 1* exemple lib sont dilues en tampon 

10 PEG. Les cibles (37 bases), portant les sequences 
respectivement complementaires des ODN de capture et de 
detection, sont ajout^es en quant ite desiree pour un 
volume total de 1 ml . Le melange est incube durant la nuit 
a 37^0 sous agitation- Les complexes conjugues de 

15 detection-cibles sont ensuite purifies sur colonne de 
separation HGMS telle que decrite a 1' exemple 3, pour 
obtenir un volume final de 100 /xl. 

Plusieurs supports biospecif iques sont prepares, 
lis sont places sur des aimants tels que decrits a 

20 I'exemple 13, a une temperature d' incubation de 37**C. La 
solution de complexes conjugues de detection-cibles est 
incubee durant 3 0 minutes avec une agitation par pipetage 
toutes les 10 minutes. A 1 ' issue de 1 ' incubation , les 
surfaces sont rincees par le PBS-Tween puis en tampon 

25 carbonate d' ammonium 0.1 M, avant d'etre sechees et 
analysees en mode contact a I'air par AFM. 

La limite de detection est estimee a 
3.10^ copies/ml, soit un gain d'un facteur 30 par rapport 
au test ELOSA realise sur le meme support sans 

30 concentration. 


35 


Exemple 16. Comparaison du systeme de 

concentration en solution, par rapport a une incubation 
sequ ne'e d s reactifs en surface 
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Essai i: les cibles sont capturees en solution 
comme decrit a I'exemple 15. 

Essai 2: apres preparation des supports 
biospecif iques, 100 Ail d'une solution de cibles (entre 0 
et 8.10^3 cibles/ml) sont incubes sur le support 
(particules) qui est ensuite rince par le PBS-Tween. Puis 
100 /il de solution d'ODN biotinyles (0.5 /xM en PEG) sont 
incubes. Enfin, le support est place sur un aimant 
cylindrique tel que decrit a I'exemple 13, et 100 /il d ' une 
solution commerciale de particules magnetiques recouvertes 
de streptavidine (Miltenyi Biotec) et diluees au demi par 
le tampon PEG sont incubes durant 3 0 minutes avec une 
agitation toutes les 10 minutes. 

La limite de detection du systeme sequence en 
15 surface est estimee a 7.6.10^0 cibles/ml, alors que celle 
de 1* essai en solution avait ete estimee a I'exemple 15 a 
3,10^ copies/ml. Le facteur d ' amplification lie a 
1* incubation des cibles et des conjugues en solution est 
done de 25. 


10 


20 


25 


30 


Example 17. Interet de la cellule a circulation 
dans le but de concentrer des conjugues magnetiques 

Get essai illustre un autre procede de raise en 
oeuvre de 1 ' invention represente aux figures 23 et 24. 

Des supports biospecif iques sont prepares en 
adsorbaht des anticorps antif err itine biotinyles (temoin 
positif) ou non biotinyles (temoin negatif) a une 
concentration de 0.2 /ul/ml sur des surfaces de silice. 


Essai l: Ces supports sont places dans la cellule 
contenant un aimant cylindrique tel que defini 
precedemment , surmonte d'un cone trpnque de 0.5 mm de 
diametre a son sommet. Une solution contenant 3 0 ^il de 
35 particules magnetiques recouvertes de streptavidine 
(Miltenyi Biotec) , diluee dans 1 ml de tampon 


wo 98/34116 


PCT/FR98/00182 


39 

PBS/Tween/BSA (0. 1 mg/ml) , est injectee sur chaque 
support a un debit de 0.017 ml/min. A 1 ' issue de cette 
incubation , les supports sont r inces , seches et analyses 
en AFM. 

5 

Essai 2 : Parallelement , des essais sont realises 
sur ces memes supports biologiques en dehors de la 
cellule. Chaque support est place sur un aimant 
cylindrique tel que defini precedemment . . Une solution 
10 contenant 3 0 Atl de particules magnetiques recouvertes de 
streptavidine (Miltenyi Biotec) , diluee dans 60 /xl de 
tampon PBS-Tween-BSA est preparee et deposee sur les 
supports, puis incubee durant 30 minutes en agitant toutes 
les 10 minutes. A 1 ' issue de cette incubation, les 
15 supports sont r inces, seches et analyses en AFM et le taux 
de recouvrement des particules est evalue. 

On constate i) que le signal specif ique (97+/-3 
pour I'essai 1, 63 + /-16) pour I'essai 2 et ii) et le 
rapport signal/bruit (139 pour I'essai 1, 31 pour I'essai 
20 2 ) sont nettement am^liores lors de 1 * utilisation de la 
cellule a circulation. 

En resume, les exemples decrits ci-dessus 
materialisent le precede general selon 1* invention. 
L'exemple 7 montre que 1' invention permet de detecter des 
25 concentrations en analyte aussi faibles que 5 fg/ml de 
TSH, ce qui correspond a 1.2x10^ molecules. Une bacterie 
repr^sente environ 10^ a 10^ molecules d'ARN ribosomique. 
Les exemples 10 a 16 montrent que des precedes de mise en 
oeuvre, identiques ou differents, peuvent etre utilises 
30 pour la detection de cibles ADN. Par consequent, avec une 
mise en oeuvre du m^me type, il apparait possible de 
detecter de 1 a 10 bacteries par unite de volume. Associee 
a une mithode de concentration telle que decrite et 
appliquee a du materiel nucleique, la sensibility 
35 analytique de la methode selon 1 • invention est done du 
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m§ine ordre que celle de methodes d • amplification comme 
PGR, NASBA, ... 

Les modes de mise en oeuvre de 1* invention peuvent 
§tre multiples et, sans que cela soit limitatif, on peut 
5 en donner quelques exemples: 

L' invention peut etre appliquee aux dosages 
d'haptenes par competition selon un exemple de procede 
decrit sur la figure 18. Sur une surface limitee, des 
hapt^nes sont immobilises. La solution contenant des 
10 haptenes a doser (analyte) est placee au contact de 
particules conjuguees ne portant qu'un anticorps anti- 
haptene (recepteur) ainsi que decrit a 1' exemple 3, 
pendant un temps suffisant pour que les particules 
complexes se forment. Les particules complexes sont 
15 separees selon I'un des precedes deer its et concentrees 
sur la surface utile portant les haptenes recepteurs. Les 
particules conjuguees ayant prealablement reagi avec un 
haptene en solution, ne peuvent se fixer et sont eliminees 
par lavage. Les particules conjuguees n • ayant pas reagi, 
20 porteuses de 1' anticorps disponible peuvent, au contraire, 
reagir avec les haptenes recepteurs de la surface utile, 
biospecif ique et etre detectees par l»un des differents 
moyens decrits precedemment . Le nombre de particules 
conjuguees detect§es diminuent quand la concentration en 
25 haptenes en solution augmente, comme cela est represents 
sur la courbe theorique de la figure 19. 

Tel que decrit dans les documents US-C-5 , 543 , 289 
ou US-C-5,169,754, des cellules peuvent etre separees 
d'une solution par un tri magnet ique. A la suite de cette 
30 operation, il est possible de concentrer 1' analyte marque 
(cellules, levures, bacteries, virus ou phages) et de le 
retenir sur une surface biospecif ique de faible dimension, 
par un recepteur different de ou identique a celui qui a 
permis I'obtention des particules complexes, par un 
35 procfede tel que decrit sur la figure 10 par exemple. La 
determination (detection et/ou quantification) peut etre 
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faite par tous moyens appropries, tels que des marqueurs 
fluorescents intrinseques ou extrinseques , methodes de 
microscopies, ... y compris la detection par 1 • utilisation 
des particules ayant servi a la separation et a la 
5 concentration . 

Des mises en oeuvre particulieres , visant 
notamment a lier plusieurs ligands possedant des affinites 
differentes sur une meme surface limitee (multiaf finite) , 
et/ou a concentrer les particules conjuguees en des 

10 emplacements desires permet d'appliquer 1 • invention a une 
detection multiple. Un exemple est deer it sur la figure 
20; dans ce cas, la surface utile comprend trois zones 
utiles A, B et C comprenant trois recepteurs 
respectivement differents, et situees a trois positions 

15 geographiques identifiees. Par un precede de mise en 
oeuvre particulier, tel que decrit sur la figure 21, on 
immobilise des particules conjuguees sur leurs recepteurs 
specif iques. Le precede comprend un dispositif 14 qui 
comprend un compartiment 15 dans lequel a lieu la 

20 formation des particules complexes 5. Ce compartiment peut 
comprendre un systeme d'agitation mecanique, ou, si les 
particules utilisees sont magnetiques, un systeme 
d'agitation par champ magnetique. Apres un temps suffisant 
pour la formation des particules complexes, celles-ci sont 

25 amenees au contact de la surface 17 (mono ou 
multiaf finite) par 1 • intermediaire d'un canal 16; ce 
dernier, de hauteur faible, vise a limiter la hauteur de 
solution au dessus de ladite surface, limitant ainsi la 
distance qu'une particule complexe doit parcourir avant 

30 d'etre capturee par son recepteur specif ique. La 
probabilite de reaction particule complexe/recepteur peut 
etre avantageusement amelioree par recirculation de la 
solution sur la surface limitee. Le dispositif decrit 
1 'utilisation d'un aimant 12 qui se deplace d'une position 

35 vers la suivante (par exemple, de la zone A vers la zone 
B, puis vers la zone C) . Un aimant unique occupe selon une 
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autre variants la totality de la surfano 
aidants, chacun e. regard .-une zone T r '^u^c ^ 
cela Change le prcc.d. de 1 • invent/on " "^"^ 
d^crit peut par cons.guent .tre utilis. 
S .ultid.tection d-analytes, ou pour le crLia.e d 

(de phages, par exemple) . crablage de banques 

Les dispositifs deer d -he »^>-a 
realises .elon des t f t .tre 

aes techniques issue.; ^ 

microtechnologies. issues des 
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REVENDI CAT I ONS 
1/ Procede pour isoler au moins un analyte (4) 
dans un milieu, dans lequel il est distribue, procede 
selon lequel: 

5 (a) on dispose d'au moins un reactif (3) 

comprenant un support a 1 • etat libre, sous forme discrete, 
exhibant au mo-ins un recepteur de 1' analyte 

(b) on dispose d'un autre support, de capture, 
dont la surface accessible comprend au moins une zone 

10 utile ou active, de surface limitee, exhibant au moins un 
autre recepteur (10) d'une entity a capturer, a savoir 
dudit analyte ou dudit recepteur, 
caracterise en ce que 

(c) on met en contact le reactif (3) avec un 
15 echantillon liquide obtenu a partir du milieu contenant 

1« analyte, pour former un milieu intermediaire comprenant, 
tou jours sous forme discrete et distribuee dans ledit 
milieu, un complexe entre ledit support, le recepteur et 
1» analyte, 

20 (d) on met en contact la surface accessible dudit 

autre support avec au moins un partenaire de capture, a 
savoir le reactif n'ayant pas reagi lors de I'etape (c) ou 
le complexe, pour lier ledit partenaire de capture a 
ladite surface accessible, et obtenir un dep6t concentre 

25 dans ladite zone utile, immobilise sur ledit autre support 
par la liaison dudit autre repepteur avec ledit recepteur 

ou 1' analyte, 

(e) on concentre le depot dudit partenaire de 
capture dans ladite zone utile, en augmentant la quantite 
30 dudit partenaire par unite de surface dans ladite zone 
utile, 

2/ Proc§d6 selon la revendication 1, caracterise 
en ce que, selon 1 • etape (e) , le taux de concentration en 
partenaire de capture est determine pour que la quantite 
35 dudit partenaire de capture immobilise demeure au plus 
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6gale a la quantite dudit autre recepteur sur ledit autre 
support . 

3/ Precede selon la revendication 2, selon lequel 
le reactif comprend des particules du support conjugue 
5 avec le recepteur, ayant la capacite d'etre separees de 
tout milieu liquide dans lequel elles sont dispersees, 
sous 1' action d'un inoyen physique applique au milieu 
liquide, caracterise en ce qu » on applique ledit moyen 
physique a au moins une partie du milieu intermediaire , 

10 pour separer lesdites particules complexes, eventuellement 
on lave lesdites particules complexes ainsi separees, et 
on €lue lesdites particules complexes, en cessant 
d'appliquer ledit moyen physique, pour concentrer en 
partenaire de capture ledit depot dans ladite zone utile. 

15 4/ Precede selon la revendication 3, caracterise 

en ce que le reactif comprend des particules du support, 
magn^tiques, en particulier superparamagn^tiques , et le 
moyen physique consiste en un champ magnetique applique au 
milieu intermediaire, par exemple selon la technique dite 

20 HGMS (High Gradient Magnetic Separation) • 

5/ Precede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que ledit recepteur et . ledit autre recepteur 
comportent le meme ligand, immobilise respectivement sur 
ledit support et ledit autre support. 

25 6/ Proc^d^ selon la revendication 1, selon lequel 

le reactif comprend des particules du support conjugue 
avec le recepteur, ayant la capacite d'etre separees de 
tout milieu liquide dans lequel elles sont dispersees, 
sous 1* action d'un moyen physique applique audit milieu 

30 liquide, caracterise en ce qu ' on applique ledit moyen 
physique en relation avec ledit autre support, pour 
concentrer ledit depot dans ladite zone utile. 

7/ Precede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le reactif est marque, et le traitement de 

35 I'analyte comprend une etape de determination du marqueur 
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du depot concentre, immobilise dans ladite zone utile 
dudit autre support, 

8/ Precede selon la revendication 7, caracterise 
en ce que le marquage du reactif est obtenu selon au moins 
5 I'un des modes suivants, a savoir: 

- le support constitue lui-meme un marqueur 

- un marqueur est lie audit support 

- un marqueur est lie audit recepteur, 

9/ Precede selon la revendication 7, caracterise 

10 en ce qu'on d§termine l*analyte a partir du dep6t 
concentre dans ladite zone utile, par une methode choisie 
dans le groupe incluant les methodes topographiques , par 
exemple par microscopie a force atomique (en abrege AFM) , 
les methodes magnetiques, par exemple par microscopie a 

15 force magnetique, les methodes electriques, par exemple 
mesure d'une variation de capacite ou de resistance, les 
methodes optiques, par exemple mesure de 1 ' indice de 
refraction, et les methodes de mesure de variations de 
masse, par exemple microbalance a cristal de quartz ^ 

20 10/ Proced§ selon la revendication 9, caracteris§ 

en ce que la zone utile est dimensionnee pour que la 
quantite du depot immobilise suir ledit autre support soit 
au moins egale au seuil de sensibilite de la methode de 
determination, exprime en nombre de particules par unite 

25 de surface. 

11/ Precede selon la revendication 1, selon lequel 
le format d'essai est direct, caracterise en ce que le 
partenaire de capture est ledit analyte. 

12/ Precede selon la revendication 1, selon lequel 

30 le format d'essai est par competition, caracteris§ en ce 
que le partenaire de capture est ledit reactif. 

13/ Precede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que, a partir du milieu intermediaire, on obtient un 
autre echantillen, en enrichissant ledit milieu 

35 intermediaire en complexe, et ledit autre echantillen est 


wo 98/34116 


PCT/FR98/00182 


46 

mis en contact avec la surface accessible dudit autre 
support, 

14/ Proc^de selon la revendication 13, caracterise 
en ce qu ' on met en contact ledit autre echantillon avec la 
5 surface accessible dudit autre support, en deposant une 
quantite dosee dudit autre echantillon sur la surface 
accessible de ce dernier, 

15/ Precede selon la revendication 13, caracterise 
en ce qu'on met en contact ledit autre echantillon avec 
10 iadite surf ace accessible dudit autre support, par passage 
d'un courant dudit autre echantillon, d'epaisseur 
relativement faible, eventuellement recycle, au contact de 
. ladite surf ace accessible, 

16/ Procede selon la revendication 1, selon lequel 
15 le milieu liquide contient une pluralite d'analytes 
differents, caracterise en ce que la surface accessible 
dudit autre support comprend une pluralite de zones 
utiles, exhibant une pluralite d'autres recepteurs 
respectivement differents, de partenaires de capture 
20 respectivement differents. 
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